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Аннотация
Цель исследования – изучить влияние импульсного магнитного поля (ИМП) на экспрессию ключевых 
генов онкосупрессоров aPc, MLH, MGMt клеточной линии глиобластомы человека t98G. Материал и 
методы. На культуре клеток t98G проведено воздействие ИМП с параметрами индукции 15 и 300 mt 
как самостоятельно, так и в сочетании с воздействием ионизирующего излучения (РОД 10 Гр). Ионизи-
рующее излучение проводилось на аппарате theratronEquinox фирмы Besttheratronics, где в качестве 
источника излучения использовался 60Со. Источником импульсного магнитного поля служил аппарат 
«Нейро-МС/Д терапевтический расширенный» компании «Нейрософт». Определение живых/мертвых 
клеток проводили в счетчике клеток NanoEntekJuliFl (Корея) с использованием 0,4 % раствора трипа-
нового синего для окраски мертвых клеток. Экстракцию тотальной РНК проводили по протоколу изго-
товителя trizol с изменениями: водную фазу сепарировали с реагентом trizol дважды. Количественное 
измерение выделенной РНК проводили на флюориметре Qubit 2.0 с использованием набора реактивов 
с РНК-интеркалирующим красителем Quant-it RNa assayKit (Lifetechnologies, США). Оценку экспрес-
сии генов MLH, aPc, MGMt проводили методом Rt-PcR на амплификаторе cFx96 (BioRad, США). 
Данные анализировали с использованием метода порогового значения цикла (ct) с нормализацией 
по экспрессии гена tBP в каждом образце. Относительную экспрессию генетического локуса (Еxp) 
рассчитывали по методу 2-Δct. Статистический анализ результатов осуществляли с помощью пакета 
программ statictica v10. Результаты. Установлено, что через сутки после воздействия ИМП индукцией 
15 mt и 300 mt отношение уровня экспрессии MGMt к контролю имело значимые различия (p<0,05). 
Наиболее выраженное снижение транскрипционной активности гена MGMt в клетках глиобластомы 
отмечалось при ИМП 15 mt и коррелировало с показателем летальности клеток. Уровень летальности, 
достигнутый после лучевого воздействия и ИМП 15 mt, не изменялся, а при сочетании с ИМП 300 mt 
снижался с 18,7 до 15 %. Заключение. Эффекты снижения транскрипционной активности MGMt в 
клетках глиобластомы t98G и способность влияния ИМП как монофактора на их жизнеспособность 
характеризуют магнитовосприимчивость клеточных механизмов опухоли. При сочетании ИМП с ионизи-
рующим излучением характер их взаимовлияния меняется от индифферентного до антагонистического, 
что указывает на необходимость подбора и обоснования ключевых биотропных параметров.
Ключевые слова: глиобластома T98g, импульсное магнитное поле, ионизирующее излучение, 
экспрессия генов онкосупрессоров.
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Ежегодно во всем мире отмечается рост числа 
новообразований головного мозга. По данным 
CBTRUS, в 2018 г. в США число вновь выявленных 
больных с установленным диагнозом глиобла-
стомы составляет 14,7 % от общего количества 
больных с первичными новообразованиями ЦНС 
[1]. В Российской Федерации за 2018 г. выявлено 
32100 больных с первичными опухолями ЦНС, из 
них глиобластомы составили 15,6 % [2].
При лечении таких больных отдается пред-
почтение комплексному подходу, в котором вни-
мание уделено не только этапам хирургического 
и химиолучевого лечения, но и воздействию на 
перифокальную зону ложа удаленной опухоли, 
которая является источником до 80 % всех реци-
дивов. В связи с этим в мире ведется разработка 
различных вспомогательных методик, одной из 
которых является бесконтактная транскраниаль-
ная импульсная электромагнитотерапия. В мире 
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Abstract
Aim: to study the effect of a pulsed magnetic field (PMF) on the expression of key tumor suppressor genes, 
such as aPc, MLH, and MGMt in human t98G glioblastoma cell line. material and methods. the PMF with 
the intensity of 15 and 300 mt was used alone and in combination with ionizing radiation at a single dose of 
10 Gy. to perform ionizing radiation, theratron Equinox 60co unit Best theratronics Ltd., Ottawa, canada) 
was used. the source of the pulsed magnetic field was Neuro-Ms / D therapeutic advanced device of the 
Neurosoft company. Live and dead cells were determined in NanoEntekJuliFl cell counter (Korea) using 
a 0.4 % trypan blue solution to stain dead cells. total RNa was extracted according to the protocol of the 
manufacturer trizol with changes: the aqueous phase was separated with trizol reagent twice. the quantitative 
measurement of the isolated RNa was carried out on a Qubit 2.0 fluorimeter using a kit of reagents with 
the Quant-it RNa assayKit RNa intercalating dye (Life technologies, usa). the expression of MLH, aPc, 
and MGMt genes was evaluated by Rt-PcR using a cFx96 amplifier (BioRad, usa). Data were analyzed 
using the cycle threshold (ct) method with normalization for tBP gene expression in each sample. Relative 
expression of the genetic locus (Exp) was calculated by the 2-Δct method. statistical analysis of the results 
was carried out using the statictica v10 software package. Results. One day after exposure to PMF, significant 
differences in the MGMt expression level compared to the control were found (p<0.05). a significant decrease 
in the transcriptional activity of the MGMt gene in glioblastoma cells was observed with PMF intensity of 15 
mt, and correlated with the cell mortality rate. No changes in the mortality rate were observed after radiation 
exposure combined with 15 mt PMF. However, the mortality rate decreased from 18.7 % to 15 % after radiation 
exposure combined with 300 mt PMF. Conclusion. the effect of reduction in the transcriptional activity of 
MGMt in t98G glioblastoma cells and the effect of PMF as a monofactor on their viability characterize the 
magnetic susceptibility of tumor cell mechanisms. Given the multidirectional nature of the combined interaction 
of ionizing radiation and PMF, it is necessary to emphasize the importance of choosing and justifying the role 
of biotropic parameters of PMF in order to exclude a negative effect on the treatment. 
Key words: T98g glyoblastoma, pulsed magnetic fields, ionizing radiation, expression of tumor suppressor
genes.
накоплен большой опыт по изучению механизмов 
влияния постоянного и сверхнизкочастотного пере-
менного электромагнитных полей на рост опухолей 
и организм животных и человека [3–9]. За рубежом 
проведены исследования, которые доказали, что 
ИМП не только не оказывает стимулирующего 
влияния на клеточные культуры карциномы лег-
кого (А549), карциномы протоков поджелудочной 
железы (MiaPaca2), колоректального рака (LDD1), 
но и увеличивает чувствительность клеток этих 
культур к ионизирующему излучению [10]. Од-
нако имеющиеся данные относительно влияния 
импульсных магнитных полей на злокачественные 
глиальные опухоли головного мозга немногочис-
ленны или практически отсутствуют. Ранее нами 
были проведены исследования и получены данные 
об ингибирующем влиянии импульсных магнит-
ных полей на жизнеспособность мультиформных 
клеток глиобластомы человека линии T98G [11]. 
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Представлялось необходимым дальнейшее изуче-
ние механизма такого влияния на уровне молеку-
лярных изменений генетического аппарата клеток 
глиобластомы.
Изменения экспрессии генов супрессоров 
опухолевого роста рассматривают как важный 
механизм онкогенеза. Изменения в ДНК, продуци-
руемые во время репликации и рекомбинации, вос-
станавливаются системой репарации неспаренных 
оснований (MMR), частью которой является MLH1. 
В то же время белковый продукт гена MGMT яв-
ляется ключевым элементом системы прямой ре-
парации ДНК. Многофункциональный белок АРС 
играет критическую роль во многих клеточных 
процессах: регуляции деления через контроль Wnt 
сигнального пути, клеточной адгезии и полярно-
сти, контроле количества хромосом после деления 
и т. д. Клетки, лишенные функций репарации и/
или активности ключевых онкосупрессоров, при-
обретают мутантный фенотип, который может 
реализоваться в онкотрансформации. С другой 
стороны, в ходе лучевой и лекарственной терапии 
опухолей пониженная активность репарационных 
систем в злокачественных клетках может играть 
проонкогенную роль и быть положительным фак-
тором течения заболевания.
Целью исследования было изучение влияния 
импульсного магнитного поля на экспрессию 
ключевых генов онкосупрессоров APC, MLH, 
MGMT в условиях эксперимента на клеточной 
линии T98G.
Материал и методы
В эксперименте использовали культуру глио-
бластомы человека T98G. Культивирование клеток 
T98G проводили в 12-луночном планшете (JetBio-
Fil, Китай) при 37 ºС в условиях контролируемого 
5 % CO2 и 95 % влажности в инкубаторе CB 150 
(Binder, Германия) с использованием среды RPMI-
1640 (Биолот, Россия), содержащей 10 % фетальной 
телячьей сыворотки (Биолот, Россия) и 50 мкг/мл 
гентамицина (Биолот, Россия).
При достижении 75–80 % уровня конфлюэнт-
ности во всех лунках заменяли питательную среду. 
Ионизирующее излучение проводили на аппарате 
TheratronEquinox фирмы BestTheratronics, где 
в качестве источника излучения использовался 
60Со. Поле излучения 12×18 см соответствовало 
параметрам планшета, при этом доза излучения 
для каждой лунки составила 10 Гр. Воздействие 
импульсным магнитным полем проводилось с 
учетом принципов активационной терапии в режи-
мах частот, близких к эндогенным ритмам мозга. 
Процедуру выполняли на аппарате «Нейро-МС/Д 
терапевтический расширенный» компании «Ней-
рософт» в режиме частот F=0,3Hz(5 min.)3,0Hz(1 
min.)9,0 Hz (1 min.), t общее = 7 min при различных 
параметрах индукции – B=300 mT и 15 mT. После 3 
и 24 ч инкубирования проводили микроскопирова-
ние культуры клеток с помощью микроскопа DM IL 
LED Fluo (Leica, Германия). Для каждого режима 
воздействия и контроля было предусмотрено три 
лунки. Эксперимент был воспроизведен дважды.
Затем клетки глиобластомы снимали с под-
ложки путем трипсинизации раствором Трипсин/
Версена 1:1 (Биолот, Россия). Определение жи-
вых/мертвых клеток проводили в счетчике клеток 
NanoEnTekJuliFl (Корея) с использованием 0,4 % 
раствора трипанового синего для окраски мертвых 
клеток. После подсчета клетки отмывали рас-
твором DPBS и осаждали центрифугированием 
с последующим ресуспензированием в Trizol 
(ThermoFisherScientific, США). Экстракцию то-
тальной РНК проводили по протоколу изготовителя 
Trizol с изменениями: водную фазу сепарировали с 
реагентом Trizol дважды. Количественное измере-
ние выделенной РНК проводили на флюориметре 
Qubit 2.0 с использованием набора реактивов с 
РНК-интеркалирующим красителем Quant-iT RNA 
AssayKit (LifeTechnologies, США).
Для наработки библиотеки кДНК проводи-
ли реакцию обратной транскрипции набором 
«Реверта-L» с использованием гексамерных 
рандомных праймеров (Синтол, Россия). Оценку 
экспрессии генов MLH, APC, MGMT проводили 
методом ПЦР в реальном времени (RT-PCR) на 
амплификаторе CFX96 (BioRad, США) в присут-
ствии праймеров, которые были разработаны нами 
с использованием базы NCBI GenBank (табл. 1).
После предварительной оценки стабильности 
экспрессии в программе geNorm из 8 кандидатных 
локусов в качестве референсного был выбран TBP. 
Проверка праймеров включала оценку градиента 
температур для определения оптимальной темпе-
ратуры отжига (56–64 ºС) с последующей визуа-
лизацией ампликонов с помощью электрофореза в 
агарозном геле, анализ кривых плавления (рис. 1).
Матрицу комплементарной ДНК нормализо-
вали до 2–3 нг на реакцию. Каждая постановка 
ПЦР включала контрольные образцы без матрицы 
(NTC), исходные образцы РНК (NRT) и образцы 
кДНК в трех повторах для отдельного генетиче-







MLH 1 exp F CCT ACT TCC AGC AAC CCC AG
MLH 1 exp R TGC AGT CAT TTC CTT TCG GGA
APC1 exp F AGTCCCAAGCAACAGAAGCA
APC1 exp R GACCTTCATTCTGCCGCTCA
MGMT exp F CGC ACC GTT TGC GAC TTG
MGMT exp R TGT CCA GTG TGG TGC GTTT
TBP exp F GTG CCC GAA ACG CCG AA
TBP exp R GTG GTT CGT GGC TCT CTT ATC C
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Рис. 1. Анализ кривых плавления ампликонов, полученных на матрице кДНК: а) TBP; б) APC; в) MGMT; г) MLH 1
300 сек, 60 °С 40 сек, 95 °С 15 сек, 40 циклов. В 
качестве красителя был использован интеркали-
рующий флуоресцентный краситель EvaGreenI 
(Евроген, Россия).
Данные анализировали с использованием мето-
да порогового значения цикла (Ct) с нормализацией 
по экспрессии гена «домашнего хозяйства» TBP 
в каждом образце. Относительную экспрессию 
генетического локуса (Еxp) рассчитывали по ме-
тоду 2-ΔCt.
Статистический анализ результатов осущест-
вляли с помощью пакета программ Statictica 10. 
Для оценки значимости различий в группах, 
включая уровни экспрессии, применяли тест 
Вилкоксона–Манна–Уитни для порогового уров-
ня статистической значимости p<0,05. Характер 
влияния факторов ИИ и ИМП по выживаемости 
клеток изучен с помощью метода общих линейных 
моделей Main Effects ANOVA.
Результаты и обсуждение
Характер роста монослоя клеток линии T98G 
после однократного воздействия импульсным 
магнитным полем при 3- и 24-часовой экспо-
зиции проиллюстрирован на рис. 2. Несмотря 
на незначительность визуальных различий при 
микроскопировании культуры клеток в разных 
вариантах эксперимента, количественный анализ 
продемонстрировал четко выраженные различия 
абсолютного числа клеток в контроле от опытных 
вариантов (табл. 2, 3).
Анализ относительных показателей леталь-
ности клеток T98G, представленный в табл. 3, 
характеризовал следующие изменения. Через 3 ч 
после воздействия импульсного магнитного поля 
с индукцией 15 mT уровень летальности клеток 
превысил контрольный уровень в 2,5 раза, а маг-
нитного поля с индукцией 300 mT – в 2,75 раза. 
Использование радиоактивного излучения уве-
личило летальность по отношению к контролю в 
3,6 раза. После сочетанного воздействия импульс-
ным магнитным полем 15 mT с ионизирующим 
излучением на культуру клеток глиобластомы 
(табл. 2, 3) индуцировало аналогичный эффект 
гибели клеток T98G.
Увеличение экспозиции до 24 ч после воздей-
ствия существенно не повлияло на регистрируемый 
уровень гибели клеток. Только моно-воздействие 
импульсного магнитного поля с индукцией 
15 mT повысило показатель летальности до 13,6 %. 
Гибель клеток во всех вариантах эксперимента 
статистически значимо превышала фоновый 
уровень нежизнеспособных клеток в контроле, 
составивший 5,7 % (p<0,01). В целом летальность 
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Таблица 2
Результаты раздельного и сочетанного влияния ионизирующего и неионизирующего излучения на 
жизнеспособность клеток линии T98g
Условия эксперимента Кол-во клеток 
Экспозиция Режим облучения Живые Мертвые Общее кол-во клеток
3 ч









































































Примечание: * – различия статистически значимы по сравнению с контролем (р≤0,05).
Таблица 3
Относительные показатели летальности клеток глиобластомы T98g в разные сроки после 
воздействий ИИ и ИМп
Условия эксперимента
Летальность клеток через 3 ч 
после воздействия, %
Летальность клеток через 24 
ч после воздействия, %
Митотический индекс через 
24 ч после воздействий, %
Контроль 5,2 5,7 6,6
10 Гр 18,7 18,6 4,4
15 mТ 12,8 13,6 1,8
300 mТ 14,3 14,4 2,8
15mТ + 10 Гр 18,6 17,9 3,5
300mТ + 10 Гр 15,2 15,0 3,1
клеток при разных режимах неионизирующего и 
ионизирующего излучения оставалась на одном 
уровне и подтвердила тенденцию, описанную 
ранее [11].
Проведенное с помощью метода общих ли-
нейных моделей «Основные эффекты ANOVA» 
сравнительное изучение монофакторного влияния 
ИИ, ИМП (15 mT), ИМП (300 mT), а также их соче-
тания – ИИ + ИМП (15 mT) и ИИ + ИМП (300 mT) 
на выживаемость клеток глиомы при экспозиции 
3 и 24 ч подтвердило значимое влияние на выжи-
ваемость клеток (табл. 4). Установлено, что при 
монофакторном воздействии ИИ так же, как и при 
сочетании ИИ с ИМП (15 mT), выживаемость кле-
ток глиомы наименьшая. Очевидно, что сочетание 
ИИ и ИМП (15 mT) проявляет индифферентный 
характер влияния на выживаемость клеток глиомы. 
В отличие от этого, добавление ИМП 300 mT к ИИ 
ослабляет влияние последнего.
Согласно полученным данным, экспрессия 
генов APC и MLH при воздействии импульсным 
магнитным полем не изменилась. Увеличение 
экспозиции также не отразилось на транскрип-
ционной активности указанных локусов (табл. 5). 
Статистически достоверное снижение относи-
тельной экспрессии было зафиксировано для гена 
MGMT после 24-часовой экспозиции (рис. 3).
После воздействия импульсным магнитным 
полем мощностью 15 mT и экспозиции в 24 ч 
экспрессия гена MGMT снизилась в 1,7 раза по 
сравнению с контролем (t=4,33 при р=0,012). При 
воздействии импульсным магнитным полем ин-
дукцией 300 mT и экспозицией 24 ч экспрессия 
снизилась в 1,9 раза по сравнению с контролем 
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Таблица 4
Сравнительная эффективность влияния используемых в эксперименте факторов и их сочетания на 
выживаемость клеток линии T98g
Условия эксперимента Коэффициент 
выживаемости
Результаты ANOVA
Экспозиция Режим облучения SS DF MS F р
3 ч









































0,0005 1 0,0005 0,6 0,4
24 ч
































0,05 1 0,05 33,3 0,003*







0,03 1 0,03 16,6 0,003*
Примечания: * – статистически значимые различия, р≤0,05; p
1
 – уровень достоверности по отношению к контролю по критерию 
Вилкоксона–Манна–Уитни, p
2
 – уровень достоверности по отношению к ИИ (10 Гр) по критерию Вилкоксона–Манна–Уитни; SS – сумма 
квадратов, Df – число степеней свободы, MS – средний квадрат ошибки, F – критерий Фишера, p – уровень достоверности влияния режима 
облучения с помощью метода общих линейных моделей Main Effects ANOVA.
Таблица 5
Относительная экспрессия генетических локусов в эксперименте (Еxp)
Условия эксперимента Среднее значение Ехр (M ± m) генетических локусов
Экспозиция Воздействие APC MLH MGMT
3 ч
Контроль 0,3879  ±  0,0064 0,8105  ±  0,0121 3,2541  ±  0,0190
15 mT
0,4269  ±  0,0181
р=0,228
0,8160  ±  0,0285
р=0,400
3,5103  ±  0,0291
p=0,628
300 mT
0,4463  ±  0,0142
р=0,057
0,7278  ±  0,0076
р=0,857
2,9019  ±  0,0195
р=0,400
24 ч
контроль 0,3849  ±  0,0054 0,7819  ±  0,0084 2,9201  ±  0,0175
15 mT
0,3844  ±  0,0,034
р=0,718
0,6325  ±  0,0,120
р=0,207
1,6737  ±  0,0260
р=0,041
300 mT
0,3383  ±  0,0373
р=0,592
0,6392  ±  0,0138
р=0,692
1,4952  ±  0,0119
р=0,049
Примечание: р – статистические различия значений Еxp контроля и опыта.
63СИБИРСКИЙ ОНКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ. 2019; 18(6): 57–66
ЛАБОРАТОРНЫЕ И ЭКСпЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
Рис. 2. Микрофото. Клеточные линии t98G после 3 ч экспозиции (вверху): а) без воздействия (контроль), б) 15 mt, в) 300 mt; 
после 24 ч экспозиции (внизу): г) без воздействия (контроль); д) 15 mt; е) 300 mt. ×100
Рис. 3. Отношение уровня экспрессии генов в опыте к контролю (Еxp опыт / Еxp контроль), 
Примечание: * – различия статистически значимы (р≤0,05)
(t=4,24 при р=0,014). Наблюдается ассоциация 
между уровнем экспрессии гена MGMT и индук-
цией магнитного излучения.
Белок О6-метилгуанин-ДНК-метилтрансфераза, 
кодируемый геном MGMT, участвует в репарации 
первичных повреждений ДНК, вызванных дей-
ствием алкилирующих соединений. Алкилирование 
азотистых оснований может происходить в разных 
положениях, но наиболее канцерогенный эффект 
происходит при алкилировании гуанина в О6-
позиции. О6-алкилгуанин с высокой частотой приво-
дит к ошибочному спариванию азотистых оснований 
при репликации ДНК [12, 13]. Недостаточный уро-
вень экспрессии генов репарации часто встречается 
при онкологических заболеваниях и способствует 
развитию большего числа мутаций и генетической 
нестабильности. Однако ДНК-повреждающая актив-
ность алкилирующих агентов часто используется 
для достижения противоопухолевого эффекта. В 
этом случае увеличение генетической нестабиль-
ности и индукция апоптоза в опухолевых клетках 
будут более выражены на фоне снижения уровня 
экспрессии MGMT, повышая чувствительность 
клеток к действию химиопрепаратов, имеющих в 
своем составе алкилирующие группы [14].
По данным литературы, ген MGMT является 
предиктивным маркером для опухолей централь-
ной нервной системы, что обусловлено ассоциа-
цией высокого уровня экспрессии гена в клетках 
глиобластомы с резистентностью опухоли к тера-
пии темозоломидом и другими алкилирующими 
препаратами [15, 16]. На уровень экспрессии 
могут влиять различные факторы: факторы транс-
крипции, однонитевые разрывы ДНК и другие. 
Аберрантная регуляция экспрессии гена MGMT в 
опухоли часто осуществляется через эпигенетиче-
ское гиперметилирование регуляторного региона 
гена [17, 18].
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В нашем исследовании физическое воздей-
ствие ионизирующего излучения и магнитного 
поля привело к достоверному увеличению гибели 
злокачественных клеток линии T98G без аккуму-
лирующего эффекта при сочетании воздействий. 
Оценка экспрессии четырех онкосупрессоров, 
активность которых важна для процессов ДНК-
репарации и выживаемости клетки, продемонстри-
ровала эффект в отношении одного локуса MGMT. 
Магнитное поле в исследованных режимах (15 mT, 
300 mT) повлияло на относительную экспрессию 
гена MGMT, вызвав снижение его транскрипци-
онной активности более чем в 1,7 раза. Отметим, 
что данный эффект наблюдался отсроченно и был 
зафиксирован через 24 ч.
Важно отметить, что самостоятельное действие 
импульсного магнитного поля может оказывать 
ингибирующее влияние на жизнеспособность 
злокачественных глиальных клеток. Однако в усло-
виях сочетания ИИ с воздействием ИМП разной 
интенсивности по-разному проявляется характер 
их взаимовлияния: при ИМП 15 мТл остаётся 
устойчивым (статистически не изменяется) уро-
вень летальности, достигнутый ИИ, т.е. проявля-
ется индифферентный характер взаимодействия. 
Напротив, при ИМП 300 мТл этот уровень снижа-
ется с 18,7 до 15 %, демонстрируя определенный 
антагонизм взаимодействия.
Заключение
Согласно полученным данным, воздействие 
ИМП приводит к выраженному снижению транс-
крипционной активности гена MGMT, которое чет-
ко проявляется в клетках глиобластомы в течение 
суток. Это согласуется с современными представ-
лениями о высокой электромагнитной чувстви-
тельности генов, физическая природа которых 
включает определенные частотные характеристики 
диполей-вибраторов. Очевидно, в основе получен-
ного эффекта снижения транскрипционной актив-
ности гена MGMT могло лежать попадание режима 
электромагнитной энергии экзогенных колебаний, 
репрессирующих работу данного гена в течение 
определенного времени. Учитывая разнонаправ-
ленный характер сочетанного взаимодействия 
ионизирующего излучения и ИМП в зависимости 
от величины его индукции, необходимо под-
черкнуть важность выбора и обоснования роли 
биотропных параметров ИМП для исключения 
негативного влияния на лечебный процесс.
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